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The miR-17~92 microRNA (miRNA) cluster is upregulated in a broad spectrum of 
human cancers including colorectal cancer (CRC). Previous studies have shown that 
miR-17~92 promotes tumorigenesis and cancer angiongenesis in some tumor models. 
However，its role in the initiation and progression of CRC remains unknown. In this 
study，we surprisingly found that transgenic mice overexpressing miR-17~92 
specifically in epithelial cells of the small and large intestine exhibited decreased 
tumor size and tumor angiogenesis in azoxymethane and dextran sulfate sodium salt 
(AOM-DSS)-induced CRC model. Further study，we found that miR-17~92 inhibits 
the progression of CRC via suppressing tumor angiogenesis through targeting 
multiple tumor angiogenesis-inducing genes ， TGFBR2 ， VEGFA1 ， HIF1α. 
Collectively，for the first time，we demonstrates that miR-17~92 suppressed tumor 
progression by inhibiting tumor angiogenesis in a genetically engineered mouse 
model，indicating the presence of cellular context-dependent pro- and anti-cancer 
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 miR-17〜92 转基因小鼠：Jackson 实验室，货号：008517；巴哈伯，缅因，
美国，由 Klaus Rajewsky 博士馈赠； 
 Villin-Cre 重组小鼠：Jackson 实验室，货号：018963；巴哈伯，缅因，美国； 
 
1.1.2 哺乳动物细胞株 
 HEK293T：人胚胎肾细胞系，上皮细胞。由 HEK293 细胞转染 5 型腺病毒









 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶为 Takara 和 NEB 公司产品； 
 DMEM 以及 Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen； 
 胎牛血清：Gibco 公司，盖瑟斯堡，马里兰，美国； 
 荧光酶试剂盒购自于 Promega 公司，货号：E1980；麦迪逊，威斯康辛州，
美国； 
 氧化偶氮甲烷（Azoxymethane，AOM）（Sigma 公司，慕尼黑，德国）； 
 硫酸葡聚糖钠盐（Dextran Sulfate Sodium salt，DSS，分子量为 36-50 kDa）
（MP Biomedicals 公司，圣安娜，加利福尼亚，美国）； 
 蛋白酶抑制剂混合物：Roche 公司，曼海姆，德国； 















 M-MLV 逆转录酶：BGI 公司，深圳，中国； 
 山羊血清：ZSGB-BIO 公司，货号：ZLI-9022，西城区，北京； 
 聚偏二氟乙烯膜：Millipore 公司，比尔里卡，华盛顿，美国； 
 ECL 试剂：Millipore 公司，比尔里卡，华盛顿，美国；  
 
1.1.5 抗体 
 GAPDH 抗体为 Santa Cruz 公司产品，货号：sc-32233 
 Actin（AC-15）抗体为 Sigma 公司产品，货号：A5441； 
 CD31 抗体：Abcam 公司，货号：ab28364；剑桥，英国； 
 TGFBR2 抗体：CST 公司，货号：11888；丹弗斯，马萨诸塞州，美国； 
 HIF-1α抗体：Novus 公司，货号：NB100-479；利特尔顿，哥伦比亚，美国； 
 VEGFA 抗体：Proteintech 公司，货号：19003-1-AP；芝加哥，伊利诺伊，美
国； 
 HRP 标记的二抗 anti-rabbit IgG：Thermo 公司，货号：31430； 
 HRP 标记的二抗 anti-mouse IgG：Thermo 公司，货号：31460 
 
1.2关键仪器 
 切片机：Leica RM2016，Nussloch，德国； 
 Axio 体视镜：Zeiss 公司，耶拿，德国； 



















independent cloning）的方法克隆在 pBOB 和 pLV 的慢病毒载体上。如图 2.1 所 
示为这两个载体上的通用序列。 
 
图 2.1 pBOB 和 pLV 的通用序列 
Fig.2.1 the common sequence of pBOB and pLV 
 
2.2 连接酶非依赖克隆（ligation independent cloning，LIC） 
1） 设计带 15bp 左右同源序列的引物； 




6） 在 PCR 管中，按如下反应体系添加载体和片段： 
7） 将管子置于冰上 5 min，以保证体系中的温度降至 4℃左右； 
8） 加 20 units ExoIII 1μl，以枪吹打几下混匀； 
9） 置于 4℃反应 60 min； 
10）迅速用 1μl 0.5M EDTA（pH 8.0）中止反应，放置于冰上； 
11）将反应混合物置于 60℃水浴中使 ExoIII 进一步失活； 
















14）将上述混合液转化大肠杆菌 DH5α，涂布于含相应扩性的 LB 平板； 




2.3.1 DNA 的琼脂糖电泳 
在琼脂糖（agarose）凝胶的电场中，在中性 pH 值环境中带负电荷的 DNA
向阳极迁移，迁移速率与 DNA 的分子量呈反比。即分子量越小，迁移速率更快， 
反之亦然。琼脂糖凝胶的分离范围很广，其分离 DNA 的能力与浓度有关，一般 
1%的琼脂糖凝胶可分离 0.5-7 kb 大小的线性 DNA，而 2%胶的分离范围为 0.1-2 
kb。制备琼脂糖凝胶时，将琼脂糖在 TAE 缓冲液中熔化成清澈透明的溶液，然 
后加入终浓度约 0.5 μg/mL EB，再将熔胶倒入胶模中，室温放置约 20 分钟使胶 
凝固。将制备好的凝胶置于 TAE 缓冲液中，DNA 样品与 10×上样缓冲液（loading 
buffer）混合均匀后，点加到凝胶的上样孔中，即可接通电源进行电泳。当电泳 
至样品缓冲液中的溴酚兰（Bromophenol blue）在凝胶中迁移出适当的距离时， 
就可以将琼脂糖凝胶放在紫外透射反射分析仪中观察电泳结果。由于 EB 嵌入到 
DNA 双链结构中，而在紫外光的激发下 EB 会发出橘红色荧光，这样即显示出 
了 DNA 在凝胶中的位置。当标准分子量的 DNA（DNA marker）能明显区分开 
来时，便可进行对照确定出目的 DNA 片段的大小。 
溶液配制： 
50× TAE（1 L）：242 g Tris base，57.1 mL 冰乙酸，100 mL 0.5 mol/L EDTA，pH 8.0 
 
2.3.2 从琼脂糖凝胶中回收 DNA 
电泳后将含有目的 DNA 片断的凝胶条带用干净的手术刀片切下，放入干净 
的 Eppendorf 管中，称重后以 300 μL：100 mg 的体积质量比加入 6 mol/L NaI 溶 
液，放入 50℃水浴中溶胶 10 分钟。等胶溶解后，加入适量的玻璃奶（glass milk）， 















离心 1 分钟，弃上清，沉淀的玻璃奶用 New Wash 溶液洗涤 2 次，每次将玻璃奶
重悬后以 10,000 rpm 离心 1 分钟。最后弃上清并吸干 Eppendorf 管内壁的所有残 
留液，倒扣晾干 5 分钟，加入 30 μL 无菌水重悬玻璃奶，室温放置 5 分钟，再次 
以 10,000 rpm 离心 1 分钟，吸取上清含 DNA 片段的溶液备用。 
溶液配制： 
6 mol/L NaI 溶液：将 90.8g NaI 溶于 60 mL 水中，并加入适量 Na2SO3（还 
原剂），用超纯水补至 100 mL，避光保存。 
 
2.4 质粒 DNA的提取 
2.4.1 小量提取质粒 DNA（STET 煮沸法） 
1） 从平板上挑取数个单克隆菌落，于 2 mL 含有特定抗生素的 LB 培养液中，
37℃摇床培养过夜； 
2） 将过夜培养物转移至 1.5 mL Eppendorf 管，8,000 rpm 离心 30 秒； 
3） 弃上清，加入 250 μL STET 溶液，震荡重悬菌体沉淀； 
4） 将重悬的菌液在 Eppendorf 管加热器上 100℃加热 2 分钟； 
5） 13,000 rpm 离心 5 分钟； 
6） 用灭菌过的牙签将离心管底部的蛋白沉淀挑出扔弃； 
7） 加入 250 μL 异丙醇（isopropanol），立即颠倒混匀； 
8） 13,000 rpm 离心 2 分钟，弃上清； 
9） 沉淀倒扣晾干后加入 50 μL TE-RNase。 
所得质粒 DNA 可用于限制性内切酶酶切分析。 
溶液配制： 
STET 溶液：0.1 mol/L NaCl，10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1 mmol/L EDTA 
（pH 8.0），5% Triton X-100，0.22 μm 滤膜过滤除菌。临用前加入终浓度为 1 
mg/mL 溶菌酶（lysozyme）； 
TE-RNase：10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），1 mmol/L EDTA（pH 8.0），10 μg/mL 
RNase。 















1） 从平板上挑取单个菌落，在 50 mL 含有特定抗生素的 LB 培养液中 37℃培 
养过夜； 
2） 将过夜培养物转移到 50 mL 离心管中，4,000 rpm 离心 5 分钟； 
3） 弃上清，菌体沉淀用 2 mL P1 溶液完全重悬； 
4） 加入 2 mL P2 溶液迅速轻柔混匀； 
5） 加入 2 mL P3 溶液剧烈短暂混匀，冰上冷却； 
6） 13,000 rpm 离心 10 分钟； 
7） 上清分装至 Eppendorf 管中并加入等体积异丙醇，迅速混合均匀； 
8） 13,000 rpm 离心 5 分钟； 
9） 弃上清，沉淀用 50 μL TE 溶解； 
10）待溶解彻底后加入 700 μL 5 mol/L 盐酸胍（Guanidine-HCl）混合均匀； 
11）转移到 DNA 回收柱子中，8,000 rpm 离心 30 秒； 
12）弃掉废液，用 500 μL New Wash 溶液洗涤柱子两次； 
13）最后加入 50 μL TE，静置 2 分钟，13,000 rpm 离心 1 分钟，收集产物，测定
浓度。 
溶液配制： 
P1 溶液：50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），10 mmol/L EDTA（pH 8.0）。 
P2 溶液：0.2 mol/L NaOH，10%十二烷基硫酸钠（SDS）。 
P3 溶液：3 mol/L 乙酸钾（KAc），用冰醋酸调 pH 值至 5.5。 




2.5.1 感受态细胞的制备（TB 感受态制备方法） 
1） 取少量菌种在 1%琼脂的 LB 平板上划线，37 度过夜培养； 
2） 挑取单克隆至 250mL TB 培养基于 1L 挡板锥形瓶中培养，或者 125mL TB
培养基中于 1L 锥形瓶中培养。目前常用的菌株培养条件和时间如下： 















基于 50mL 管中，先在 37 度培养至 0.5-1.0 OD600 nm，再接种至 1L 锥形瓶中于
18 度培养 30-40 h； 
BL21de3：37 度，250-300 rpm，8-10 h； 
Stable3：26 度，250-300 rpm，24-28 h； 
Note：以下步骤需在冰上进行，TB 缓冲液请事先冷却至 4 度； 
3）  培养至OD600 nm达到2.5-3.5，将培养物转移至灭过菌的50mL管中，2600g/5 
min 离心收菌； 
4） 弃上清，加入 TB 缓冲液手动重悬，此步骤可以剧烈摇晃，但不可使用涡旋
振荡器； 
5） 2600 g/5min 离心，弃上清； 
6） 加入适量 TB 缓冲液和 DMSO，使重悬后 OD600 nm 为 5，DMSO 终浓度为
7%； 
7） 手动重悬，分装 100 μl/500 μl 每管，置于冰上（管盖盖严，为防爆最好用进
口 1.5ml 管）； 
8） 分装完一批后放入装好液氮的冰盒中速冻，确保液氮没过所有 EP 管，倒掉 
冰盒内所有液氮后，放置 10s（防爆），转入其他容器储于-80 度冰箱中； 
9） 用时取出于冰上融化，加入转化物（勿剧烈吹吸），冰上放置 30 min 后，热
激 45s，涂板。 
溶液配制： 
1L TB 培养基：12g 蛋白胨，24g 酵母提取物，20mL 甘油，灭菌后加入 1/1000 
0.22μM 膜过滤的 50%葡萄糖和 1M 硫酸镁的混合溶液； 
TB 缓冲液（所有试剂请用进口）：PIPES 10mM，CaCl2 15mM，KCl 250mM， 
用 0.5M KOH 调 PH 至 6.7，加入 MnCl2 55mM，0.22μM 膜过滤灭菌，装入事先 
灭过菌的瓶中于 4 度储存。 
 
2.5.2 质粒转化感受态细胞 

















2） 将一定量的 DNA 连接产物（5 μL）或质粒 DNA（至多 0.1 μg）与 100 μL
感受态细胞混合均匀； 
3） 冰上放置 30 分钟； 
4） 42℃水浴中热激 45 秒，迅速放回冰上 2 分钟； 
5） 将混合物均匀涂布在含有特定抗生素的 LB 平板上； 
6） 或者先加入 1 mL 不含抗生素的 LB 培养液于 37℃下摇晃培养 1 小时，然后
离心收集细胞，重悬于 100 μL LB 后再涂板。在连接效率低时，本方法可一定程
度上增加转化效率； 
7） 涂布后 LB 平板倒置于 37℃培养箱中培养 14-18 h，挑取单克隆菌落摇菌，





1×非必需氨基酸、100 IU 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的 DMEM。 
 
2.6.2 细胞培养相关试剂的配制 
DMEM 的配制：用超纯水将 DMEM 干粉溶解，按 3.7 g/L 加入 NaHCO3，
同时加入相应量青霉素和链霉素，磁力搅拌器搅拌 30 min。充分溶解后，用 1 M 
HCl 调节 pH 值至 7.2-7.4，0.22 μm 孔径滤膜过滤除菌，分装 4℃存放备用。 
1×PBS 的配制：将 8 g NaCl、0.2 g KCl、1.44 g Na2HPO4 和 0.24 g KH2PO4
溶于 800 ml 超存水中。充分溶解后，用 1 M HCl 调 pH 值至 7.2，加超纯水定容




转染前 12-24 h，通过胰酶消化细胞，用 medium 以 1×105 至 4×105 细胞/cm2 
的密度将细胞平铺于适当的细胞板上（使转染时的细胞密度达到约 70%-90%）。 
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